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〔目的〕腰椎椎間板変性は腰痛の主要な原因の一つであり、その病態には椎間板
の細胞外マトリックス (ECM)の産生と破壊の不均衡が関与していると考えられ
る。この ECM 蛋白分解酵素である MMPs、ADAMTSs、あるいは IL-1といっ
た炎症性サイトカインの発現制御にかかわる因子の１つとして、転写因子 c-Fos
が知られている。また c-Fos は疼痛刺激により神経細胞において発現が上昇し、
下流の遺伝子を制御することで長期にわたる感覚発現の変化を惹起することが
報告されている。そこで我々は、 c-Fos を制御することで、椎間板変性を抑制す
ることができ、さらに椎間板に関連した疼痛に対しても効果を示す可能性がある
と考えた。本研究の目的は、選択的 c-Fos/AP-1 阻害による椎間板変性抑制効果
を明らかにし、痛みに対する影響を検討することである。  
〔方法並びに成績〕  
1. c-Fos/AP-1 阻害による椎間板変性抑制
a) 手術時のヒト椎間板より採取した髄核細胞を用い、単層培養下で IL-1による刺激を加
え、c-Fosとその下流の遺伝子発現の変化と、c-Fos/AP-1 の特異的阻害薬（T-5224）に
よる影響を解析した。その結果、IL-1刺激により c-FosのmRNAレベル、蛋白レベルで発
現の増加がみられ、MMP-3, 13、ADAMTS-5、IL-1の遺伝子発現が有意に増加した。この
増加は T-5224投与により濃度依存的に抑制された。 
b) マウスの椎間板の器官培養モデルに対して、同様に IL-1刺激を加え、RT-PCRと組織
学的染色法・免疫組織化学を用いて遺伝子発現の変化とその局在を解析し、さらに T-5224
による変化を評価した。IL-1刺激により、c-Fosの遺伝子発現とその下流に位置するMmp-3, 
13、Adamts-5、Il-1bの発現が増加し、一方で Col2a1の発現は低下した。T-5224により濃
度依存的に Mmp-3, 13、Adamts-5、Il-1b の遺伝子発現は抑制され、Col2a1 の発現は上昇
した。器官培養椎間板に対するサフラニン O染色では、IL-1 刺激により椎間板の線維輪内
層と椎体終板における染色性が低下したが、T-5224 により染色性の改善がみられた。また
MMP-3,13 に対する免疫染色では、IL-1刺激により線維輪内層と椎体終板における発現が
上昇したが、T-5224投与により抑制された。COL2に対する免疫染色では、IL-1刺激よっ
て線維輪内層と椎体終板における発現は低下し、T-5224によりこれは改善した。 
c) 次に尾椎椎間板へ針を穿刺し、椎間板変性モデルラットを作成した。これに対して
T-5224 あるいは偽薬を経口投与し、椎間板変性の進行抑制効果を RT-PCR、X 線画像での
椎間板高、MRIでの T2値、組織学的解析を用いて比較検討した。ラット尾椎椎間板への針
穿刺により、c-Fosの遺伝子発現は有意に上昇した。偽薬群と比較して T-5224群では、尾椎
椎間板におけるMmp-13の遺伝子発現は有意に抑制され、Mmp-3, Adamts-5の遺伝子発現
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は抑制される傾向にあった。X 線画像の評価では、穿刺後 8 週時点において、偽薬群と比較
し、T-5224 群で椎間板高が有意に保たれていた。また、MRI での T2 値は、穿刺後 8 週時
点で偽薬群と比較して T-5224 群で有意に高く、組織学的スコアも有意に改善していた。 
2. c-Fos/AP-1 阻害の疼痛に対する影響
まず Fluoro-gold を用いた逆行性神経回路標識を行い、ラット尾椎椎間板を神経支配する
脊髄神経節の高位を同定した。これにより、ラット尾椎第 6/7 椎間板への神経支配は、S2-4後
根神経節と判断された。尾椎椎間板へ針穿刺による椎間板変性を導入したラットに対し
て、T-5224 あるいは偽薬を経口投与し、責任高位の後根神経節での遺伝子発現を評価し
た。また、ラット尾への熱刺激による Tail flick 動作の潜時を測定し、疼痛行動学的評価を
行った。その結果、ラット尾椎椎間板への針穿刺後 1 週時点で、S2-4 後根神経節における
Ngf, Calca , Pdyn の遺伝子発現は増加した。偽薬群と比較し、T-5224 群では、Pdyn の遺伝
子発現は有意に抑制された。また、穿刺後 8 週における熱刺激に対する flick 動作の潜時
は、偽薬群と比較し、T-5224 群で有意に延長していた。 
〔総括〕ヒト髄核細胞の単層培養、マウス椎間板の器官培養において、 IL-1βに
より惹起された ECM 蛋白分解酵素の発現増加は、選択的 c-Fos/AP-1 阻害薬に
より濃度依存的に抑制された。ラット尾椎椎間板穿刺モデルにおいて、選択的
c-Fos/AP-1 阻害薬の投与により、画像（X 線、MRI）的・組織学的に椎間板変性
が抑制された。さらに、尾椎椎間板穿刺で後根神経節の疼痛関連遺伝子発現の変
化が惹起されるが、これに選択的 c-Fos/AP-1 阻害薬を投与すると、Pdyn の発現
が抑制され、さらに tail flick テストでの解析で疼痛に対する閾値を優位に上昇
させた。これらの結果は、c-Fos/AP-1 阻害により脊椎椎間板変性の進行を阻止す
ることができ、さらに疼痛の軽減にも働くことを示唆している。椎間板変性と椎
間板関連疼痛に対する治療に、この特異的 c-Fos/AP-1 阻害薬が応用可能になる
と考えられる。  
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〔総括〕 
牧野紘士君は、ヒト髄核細胞の単層培養、マウス椎間板の器官培養において、IL-1
βにより惹起された ECM 蛋白分解酵素の発現増加が、選択的 c-Fos/AP-1 阻害薬に
より濃度依存的に抑制することを明らかにした。また、ラット尾椎椎間板穿刺モ
デルにおいて、選択的 c-Fos/AP-1 阻害薬の投与により、画像（X 線、MRI）的・
組織学的に椎間板変性が抑制されることを示した。さらに、尾椎椎間板穿刺で後
根神経節の疼痛関連遺伝子発現の変化が惹起されるが、これに選択的 c-Fos/AP-1
阻害薬を投与すると、Pdyn の発現が抑制され、さらに tail flick テストでの解
析で疼痛に対する閾値を優位に上昇させることを示した。これらの結果は、
c-Fos/AP-1 阻害により脊椎椎間板変性の進行を阻止することができ、さらに疼痛
の軽減にも働くことを示唆している。椎間板変性と椎間板関連疼痛に対する治療
に、この特異的 c-Fos/AP-1 阻害薬が応用可能になると考えられる。 
 
牧野君は、in vitro において IL-1βにより惹起される ECM 分解酵素の誘導を抑
制するとともに、個体で椎間板変性にともなう疼痛を軽減することを示した。上
記の知見は医学的な重要性が高く、臨床的発展性が期待される。以上より、本審
査会は本論文を博士（医学）の学位に十分値すると判断した。 
 
